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Resumo – O cupuaçuzeiro, Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) 
Schum., é uma espécie nativa da Amazônia que produz uma das frutas 
mais populares da região, o cupuaçu. Sua polpa tem sabor e aroma muito 
apreciados, sendo utilizada na fabricação de uma grande diversidade de 
doces e na preparação de sucos. A partir das amêndoas é possível produzir 
o cupulate, produto similar ao chocolate. A cultura do cupuaçuzeiro tem 
relevante importância econômica para a região amazônica. Um dos entraves 
para esta cultura, no entanto, é a doença vassoura-de-bruxa (VB), causada 
pelo fungo Moniliophthora perniciosa, que compromete o desenvolvimento 
e a produção da planta. Este fungo acomete inicialmente as regiões 
meristemáticas do cupuaçuzeiro, particularmente o meristema da gema 
apical, causando superbrotamento, hipertrofia e hiperplasia dos tecidos, que 
acabam morrendo. Para maior entendimento do processo de infecção, genes 
relacionados à patogênese, particularmente os genes que codificam para as 
proteínas PR (pathogenesis-related), foram identificados em cupuaçuzeiro. 
Estudos de expressão temporal e espacial destes genes nos tecidos-alvo da 
infecção são necessários para acrescentar informações sobre a função de 
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6cada um no desenvolvimento da doença. Para tanto, torna-se necessário o 
estabelecimento de um método eficiente de hibridização in situ que permita 
identificar os locais e momentos específicos da expressão dos genes de 
interesse. Neste trabalho foi ajustada metodologia de hibridização in situ 
em gemas apicais de cupuaçuzeiros, desde a fixação e preparo do material 
vegetal até as condições de hibridização e pós-hibridização. Gemas apicais 
de galhos de cupuaçuzeiro foram coletadas e processadas para avaliação 
morfo-anatômica por microscopia de luz. Fragmento de cDNA de um gene de 
proteína do tipo PR foi clonado em pGEM®-T Easy e sondas de mRNA senso 
e antisenso marcadas com digoxigenina, produzidas por transcrição, foram 
utilizadas para a hibridização in situ em meristemas de cupuaçu. A técnica 
utilizada mostrou ser viável para a localização da expressão de genes neste 
tecido.     
Termos para indexação: cupuaçu, expressão gênica, meristema apical, 
morfologia, hibridização in situ
Processing apical meristems of cupuassu (Theobroma grandiflorum) for 
gene expression studies using in situ hybridization 
Abstract – The cupuassu tree, Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) 
Schum., is a native Amazonian species that produces one of the most popular 
fruits in the region, cupuassu. The pulp of cupuassu is much appreciated 
for its flavor and aroma, being used in the manufacture of a wide variety of 
sweets and in the preparation of juices. From their almonds it is possible to 
produce cupulate, a product similar to chocolate. The cupuassu tree culture 
has relevant economic importance for the Amazon region. One of the barriers 
to the culture is the witches’ broom disease (WB), caused by the fungus 
Moniliophthora perniciosa, which hampers plant development and production. 
This fungus attacks the meristematic region of the cupuassu tree, particularly 
the apical bud meristem, causing proliferation of buds, hypertrophy and 
hyperplasia of the tissues, which eventually die. For a better understanding 
of the process of infection, genes related to pathogenesis, specifically genes 
coding for PR proteins, were identified in cupuassu. Studies of temporal and 
spatial expression of these genes in the infection target tissues are required 
to add information about their role in disease development. In this work, in situ 
hybridization methodology in cupuassu tree apical buds has been  adjusted, 
from the fixation and preparation of the plant material to the hybridization and 
post hybridization conditions. Apical shoots of cupuassu tree branches were 
collected, and processed for morphological and anatomical evaluation by 
light microscopy. A cDNA fragment from a PR-like protein gene was cloned 
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into pGEM®-T Easy, and sense and antisense mRNA probes labeled with 
digoxigenin, transcriptionally produced, were used for in situ hybridization in 
cupuassu meristems. This  technique proved to be viable for gene expression 
localization in this tissue.
Index terms: cupuassu, gene expression, apical meristem, morphology, in 
situ hybridization
Introdução
 O cupuaçuzeiro, Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) 
Schum., é uma fruteira nativa da Amazônia com enorme potencial econômico 
devido às múltiplas utilidades de sua polpa e amêndoa. Vários produtos são 
fabricados com a polpa do cupuaçuzeiro, como sucos, sorvetes, licores, 
compotas, geleias, cremes e doces (Calzavara et al., 1984; Alves et al., 
2014). As amêndoas são utilizadas para extração de gordura e fabricação 
de manteiga de cupuaçu e delas pode ser obtido o cupulate, produto muito 
similar ao chocolate (Ribeiro et al., 1992). A fina gordura das amêndoas, 
composta principalmente por ácidos oleico e esteárico, corresponde a 60% 
do seu peso seco e é de fácil digestibilidade (Vasconcelos et al., 1975; Alves 
et al., 2014). 
 O cupuaçuzeiro é suscetível à doença conhecida como vassoura-de-
bruxa (VB), causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa que também ataca 
o cacaueiro (T. cacao). A doença acomete diretamente os ramos vegetativos, 
as almofadas florais e o próprio fruto. A planta infectada apresenta um 
crescimento anormal, caracterizado por um brotamento acelerado de 
gemas laterais que logo secam e morrem. A doença interfere no processo 
de fotossíntese e compromete significativamente a produtividade da planta 
(Benchimol et al., 2001). Em frutos jovens, a ocorrência de VB paralisa o 
crescimento e, nos estádios mais tardios de desenvolvimento, as cascas 
apresentam lesões escuras, inviabilizando o seu uso (Souza et al., 2012). 
 A vassoura-de-bruxa é uma doença de difícil controle, que exige no 
manejo da cultura, poda fitossanitária, aplicação de agrotóxicos cúpricos, 
além do uso de materiais vegetais mais resistentes (Gondim et al., 2001). O 
grande desafio do programa de melhoramento de cupuaçuzeiro é a obtenção 
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de plantas resistentes, que aliem alta produtividade e qualidade do fruto. 
Entretanto, pouco se conhece sobre as bases genéticas do cupuaçuzeiro, 
condição essencial para o desenvolvimento do programa de melhoramento 
da espécie. 
 Recentemente, foram iniciados estudos transcritômicos em 
cupuaçuzeiro, tendo sido obtidos cerca de 20.000 transcritos de gemas apicais 
de genótipos resistentes e suscetíveis à vassoura-de-bruxa, além de mais de 
8.000 transcritos expressos no fruto. Estes transcritos, depositados no banco 
de dados de cupuaçu da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 
(Embrapa..., 2019) permitiram a seleção de marcadores moleculares do 
tipo EST-SSR, com grande potencial de utilização em melhoramento de 
cupuaçuzeiro (Santos et al., 2016). Além disto, neste conjunto de dados foram 
encontradas sequências de grande interesse para estudos funcionais, como 
dos genes que codificam proteínas PR (pathogenesis-related). Estudos iniciais 
de expressão de genes do tipo PR em cupuaçuzeiro revelaram os níveis de 
expressão destes genes em meristemas de plantas resistentes e suscetíveis à 
VB, desafiadas com o patógeno em diferentes tempos de infecção, indicando 
uma participação importante no mecanismo de resistência de cupuaçuzeiro 
à VB (Silva, 2015). O entendimento dos mecanismos moleculares e a função 
de diversos genes envolvidos no processo de desenvolvimento da doença 
é a base para a proposição de ferramentas biotecnológicas que auxiliem na 
obtenção de plantas resistentes. Uma avaliação importante é conhecer o 
local de expressão de tais genes nos tecidos alvos de ataque do fungo, como 
os tecidos meristemáticos de gemas apicais. Uma técnica muita utilizada 
para a localização da expressão de genes é a hibridização in situ com sonda 
de RNA marcada com digoxigenina. Vários protocolos são utilizados para 
a hibridização in situ em tecidos vegetais, incluindo meristemas apicais de 
mudas jovens de cacau (T. cacao), nas quais foi investigada a localização da 
expressão de genes (Alemanno et al., 2008). Entretanto, para cada sonda, 
tecido e espécie a serem analisados, a metodologia deve ser ajustada. 
Isso envolve desde a fixação do material vegetal, o tempo adequado de 
hibridização, até o tempo de coloração para correta detecção da sonda. Neste 
trabalho, apresentamos a metodologia desenvolvida para o processamento 
de ápices caulinares de plantas adultas de T. grandiflorum e a análise da 
localização da expressão de genes por hibridização in situ. 
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Material e Métodos
 Material Vegetal
 Ápices caulinares (Fig. 1A) de plantas de T. grandiflorum (genótipo 
1074) suscetíveis a vassoura-de-bruxa, mantidas em campo na Comissão 
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC, Belém, PA).
Figura 1. Ápice caulinar de cupuaçuzeiro. A) Ápice retirado da planta; B) Ápice 
desbastado; a parte superior ao corte, contendo a gema apical, é a região utilizada 
para os estudos histo-morfológicos e para os ensaios de hibridização in situ.
 Fixação e preparo das amostras
 Ápices caulinares foram coletados, desbastados (Fig. 1B) e 
imediatamente colocados em solução fixadora de FAA [formaldeído 1,8% 
(v/v), etanol 60% (v/v) e ácido acético 5% (v/v)] por 24 horas.  Os ápices foram 
transferidos para etanol 70% (v/v) e armazenados a -20 °C. Para identificação 
da região meristemática, as amostras foram dissecadas, cortadas ao meio 
longitudinalmente ou seccionadas a 100 µm com o uso de micrótomo 
de navalha vibratória (Vibratome® 3000) e observadas com auxílio de 
microscópio estereoscópico Discovery V8 (Zeiss), sendo fotodocumentadas 
ao microscópio Axiophot (Zeiss). O processamento das amostras para 
hibridização in situ foi baseado no protocolo descrito por Dusi (2015). A região 
meristemática das gemas foi isolada, parte dos tricomas foi retirada e os 
meristemas foram desidratados em série etílica crescente [etanol 80%, 90% 
e 96% (v/v)] por 30 minutos cada, e três vezes em etanol 100% por 1 hora 
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cada. Parte do material foi transferida para uma série de etanol:xilol (3:1, 1:1, 
1:3) por 30 minutos cada, e três vezes em xilol puro, por 1 hora a cada troca. 
Parte das amostras foi tratada com HistoChoice® (Sigma Life Science) ao 
invés de xilol, da seguinte forma: ao frasco das amostras contendo 5 mL de 
etanol foram acrescentadas, lentamente, gotas de HistoChoice® até chegar, 
em dois dias, ao volume final de 10 mL; no dia seguinte, 5 mL da solução foram 
retirados e gotas de HistoChoice® foram acrescentadas, até atingir 10 mL ao 
final do dia. As amostras foram transferidas para HistoChoice® puro, por três 
vezes, a cada 12 horas. As amostras em xilol ou HistoChoice® foram então 
colocadas em estufa a 58 °C, e gotas de Paraplast®, uma mistura à base de 
parafina, previamente dissolvido, foram adicionadas lenta e periodicamente. 
Após aproximadamente 5 dias, a solução foi trocada para Paraplast® puro, 
por três vezes, durante 2 dias. As amostras foram então colocadas em formas 
e o Paraplast® polimerizado à temperatura ambiente.  
 Secções de 12 μm foram obtidas e depositadas em condições livres 
de RNAse em lâminas de microscopia tratadas com organosilano. As lâminas 
foram mantidas a 42 °C por 24 horas e, então, armazenadas a 4 °C. Para 
remoção do Paraplast®, as lâminas foram imersas em xilol ou HistoChoice® 
por 15 minutos. Para verificar a preservação da morfologia e presença de 
RNA nos tecidos, algumas lâminas foram coradas com laranja de acridina 
(Dusi, 2015) e visualizadas em microscópio ótico Axiophot (Zeiss), utilizando 
filtro 450-490 nm de excitação - 520 nm de emissão. Com esta coloração, o 
RNA total no tecido fluoresce na cor laranja e o DNA, na cor verde. Outras 
lâminas foram utilizadas para hibridização in situ com sonda de TgPR. 
 Hibridização in situ
 Um fragmento de aproximadamente 140 pb da sequência de 
nucleotídeo de um gene de proteína PR de cupuaçuzeiro  (TgPR) foi clonado 
no vetor pGEM-T Easy (Promega) e usado como molde para a transcrição in 
vitro das sondas (Fig. 2). 
Figura 2. Esquema representativo de um fragmento do gene PR de cupuaçuzeiro 
(TgPR) clonado no vetor pGEMT-easy. Um fragmento de aproximadamente 140 pb do 
11BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 357
gene TgPR foi clonado no sítio da enzima de restrição Eco RI, entre os promotores 
das T7 e SP6 RNA polimerases para a transcrição da sonda.
 O plasmídeo foi linearizado com uma das duas enzimas Nco I ou 
Sal I. As sondas senso e antisenso de RNA marcadas com digoxigenina 
(DIG) foram sintetizadas utilizando o kit DIG RNA labeling (Roche) de acordo 
com o protocolo do fabricante. Para síntese da sonda senso foi utilizada a 
enzima T7 RNA polimerase, e para a sonda antisenso a enzima SP6 RNA 
polimerase. A hibridização in situ foi feita em secções de meristema de acordo 
com Dusi (2015). Secções de meristema processadas com HistoChoice® 
foram hibridizadas com a sonda senso ou antisenso a 0,6 ng.µL-1 em tampão 
de hibridização (formamida 50%, solução de Denhardt 1X, tRNA 0,6 ng.µL-1, 
NaCl 300 mM, sulfato de dextrano 10%, Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 e EDTA 1 
mM, pH 8.0). A hibridização foi feita a 42 °C, em câmara úmida, no escuro, em 
forno de hibridização In Slide Out, modelo 241000 (Boekel Scientific). Após 
18 horas, as secções foram lavadas sequencialmente em solução SSC em 
4 diferentes concentrações, iniciando pela de maior concentração (SSC 4X, 
SSC 2X, SSC 1X e SSC 0,5X, sendo SSC 1X = NaCl 150 mM, citrato de sódio 
15 mM, pH 7,0), por 30 minutos em cada solução,  a 37 °C. Em seguida, as 
secções foram imersas em tampão 1 (Tris-HCl, 100 mM, pH 7,5, NaCl 150 
mM) e, então, em reagente de bloqueamento (Blocking reagente, Roche) a 
1% (p/v) em tampão 1, por 30 minutos. As lâminas foram incubadas com 
anticorpos anti-digoxigenina (fragmentos Fab) conjugados a fosfatase alcalina 
(Roche) diluídos 1:1000 em tampão 1, por duas horas, e lavadas em tampão 
1 por duas horas para remoção dos anticorpos. As lâminas foram transferidas 
para cubas de vidro contendo tampão 3 (Tris-HCl 100 mM, pH 9,5, NaCl 100 
mM, MgCl2 50 mM), por 5 minutos. Em cada lâmina adicionaram-se 200 µL de 
solução de coloração (solução estoque NBT/BCIP - Roche) na diluição 1:50 
em tampão 3. O desenvolvimento da coloração foi observado em microscópio 
estereoscópico aos 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 16 horas de incubação. 
Após 16 horas, as lâminas foram transferidas para cubas contendo tampão 
4 (Tris-HCl 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM) para parar a reação. As lâminas, 
foram, então, montadas em glicerol a 50% (v/v) e visualizadas utilizando o 
microscópio ótico Axiophot (Zeiss). A coloração azul arroxeada indica o local 
de hibridização da sonda.
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Resultados e Discussão
 Plantas adultas de T. grandiflorum possuem ápices caulinares com 
gemas apicais apresentando meristemas envoltos em grande quantidade de 
tricomas. A coleta do material vegetal e sua imediata fixação em condições 
de campo é de difícil condução. Na coleta dos ápices caulinares, parte do 
caule é coletado junto com a amostra. Usualmente, na hibridização in situ são 
usados fixadores à base de aldeídos em solução aquosa como por exemplo, 
formaldeído 4% (v/v) e glutaraldeído 2% (v/v) por promoverem boa fixação 
do RNA e preservarem a morfologia. Entretanto, como o tecido utilizado é 
de planta adulta, e de difícil fixação, neste trabalho, foi escolhido o agente 
fixador FAA na concentração de 60% de etanol (v/v) de etanol, que apresenta 
a vantagem de penetrar rapidamente na amostra, e ainda permite que a 
morfologia seja preservada, assim como os ácidos nucleicos.
 Inicialmente, para análise morfológica do ápice caulinar de plantas 
adultas de T. grandiflorum, foi realizado um corte longitudinal na região central 
do ápice caulinar, revelando tecido meristemático circundado por primórdios 
foliares e uma quantidade abundante de tricomas (Fig. 3 A). Utilizando 
o Vibratome® 3000, foram produzidas secções nas quais se observou 
claramente os primórdios foliares, tricomas e o meristema (Fig. 3 B, C e D). 
Figura 3. Gema apical de Theobroma grandiflorum (cupuaçuzeiro).  Gema  observada 
em microscópio estereoscópico (A e B) e em microscópio de luz com contraste de 
interferência diferencial (C e D). A) Corte longitudinal livre mostrando o meristema 
apical (m) e a profusão de tricomas (t) envolvendo toda a gema apical; B e C) Secção 
de 100 µm feita em vibratome apresenta o meristema protegido pelos primórdios 
foliares (pf) com tricomas. D) Detalhe dos tricomas no primórdio foliar. Barras: A= 
1.000 µm; B= 200 µm; C e D = 50 µm.
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 A  morfologia de folha de Theobroma foi previamente descrita para três 
espécies nativas da Amazônia brasileira, incluindo T. grandiflorum. No referido 
estudo, uma variedade de tipos de tricomas foi encontrada, glandulares e não 
glandulares, particularmente na superfície abaxial (Garcia et al., 2014). A alta 
densidade de tricomas também foi observada em um estudo por microscopia 
eletrônica, principalmente na superfície abaxial (Ferreira et al., 2006).
 No preparo do material vegetal para a hibridização in situ, foram 
testadas duas metodologias de infiltração em Paraplast: com xilol ou 
HistoChoice®. As secções obtidas de material processado em xilol e coradas 
com laranja de acridina apresentaram tecidos com estruturas celulares e RNA 
total mal preservados, como observado pela baixa emissão de fluorescência 
(Fig. 4A, B). O material processado em HistoChoice® foi melhor preservado. 
Nota-se, por exemplo, que os primórdios foliares apresentaram células 
da epiderme, tricomas e demais tecidos foliares com alta fluorescência 
alaranjada, o que indica que o RNA total está preservado nas células (Fig. 
4C). Também foi possível notar nestas secções que o citoplasma das células 
do tecido foliar apresentava fluorescência alaranjada, enquanto os núcleos 
fluoresciam em verde, indicando presença de DNA nuclear, como esperado 
(Fig. 4D). Foi observado que, além da retenção da estrutura, o material 
vegetal estava mais maleável e menos frágil do que o processado com xilol. 
Neste estudo, o processamento com HistoChoice® resultou em uma maior 
preservação  da  morfologia  de  meristemas apicais de plantas maduras de T. 
grandiflorum, tendo sido, portanto, escolhido no processamento de amostras 
para a hibridização in situ.
 A hibridização in situ com sonda antisenso de TgPR, produziu sinal 
em áreas específicas do meristema de T. grandiflorum. Sinal de hibridização 
(coloração arroxeada) foi observado principalmente no meristema, nas 
células que formarão a epiderme nos primórdios foliares, e nos tricomas 
dos primórdios foliares (Fig. 4 E). Após hibridização com a sonda senso, 
não foi observada a coloração azul arroxeada no tecido, indicando que esta 
sonda pode ser utilizada como controle negativo da hibridização (Fig. 4 F). 
A ausência de sinal nas secções hibridizadas com a sonda senso valida a 
especificidade dos sinais obtidos da hibridização com a sonda antisenso. 
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Figura 4. Detecção de RNA em gemas apicais de cupuaçuzeiro. Coloração com 
laranja de acridina para detecção de RNA total (A-D) e hibridização in situ (E-F) em 
secções de gema apical de Theobroma grandiflorum. A-B) Amostra processada em 
xilol mostrando xilema (x) fluorescente. Note a má preservação do tecido com células 
distorcidas e tecidos desestruturados, e má preservação do RNA total, observado pela 
ausência de fluorescência alaranjada; C-F) Amostras processadas em HistoChoice®; 
C) Região abaxial da folha com células da epiderme (cabeça de seta), tricomas (t), e 
demais tecidos foliares (f), fluorescendo em alaranjado, indicando presença de RNA 
total nas células. D) Detalhe de tecido foliar com células e RNA total bem preservados. 
O núcleo das células (cabeça de seta) fluoresce na cor verde indicando presença de 
DNA; E) Após hibridização in situ com a sonda antisenso do gene TgPR, o sinal de 
hibridização (coloração azul arroxeada) pode ser observado no tecido meristemático 
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(m) e nos primórdios foliares (pf) em especial nas células que formarão a epiderme 
(setas) e nos tricomas (t); F) Após hibridização in situ com a sonda senso do gene 
TgPR como controle negativo, sem sinal de hibridização. Barras: A= 200 µm; B, E= 60 
µm; C= 80 µm; D,F= 40 µm.
 Assim, neste trabalho, utilizando gemas apicais de plantas adultas, 
foram estabelecidas as condições apropriadas para citolocalização da 
expressão de genes em cupuaçuzeiro. Em linhas gerais, a metodologia 
estabelecida pode ser assim sumarizada:
- Fixação do tecido com FAA 60%; armazenamento em etanol 70%
- Desidratação em série etílica (etanol 80% a 100% v/v); 
- Clarificação com HistoChoice®;
- Inclusão com Paraplast®;
- Obtenção de secções de 12 μm e montagem das lâminas;
- Remoção do Paraplast® com HistoChoice®; 
- Hibridização in situ a 42 °C e revelação com 16 h. 
 A  metodologia aqui descrita viabiliza estudos mais detalhados de 
genes de interesse, como, por exemplo, aqueles envolvidos na resposta a 
estresses bióticos e abióticos. No estudo das bases moleculares do desen-
volvimento da doença vassoura-de-bruxa, esta metodologia será importante 
na detecção da expressão gênica em genótipos de cupuaçuzeiro resistente e 
suscetível, e em diferentes tempos de inoculação com M. perniciosa. 
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